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O processo cicatricial é um fenômeno complexo e altamente especializado, onde é 
necessário a integração de vários tipos de células, fatores de crescimento e enzimas. O 
processo ocorre através de várias fases: formação do coágulo; inflamação; reepitelização; 
angiogênse; formação do tecido de granulação; contração da ferida; formação da cicatriz; e, 
remodelamento do tecido. Estudos recentes revelaram que o receptor acoplado a proteína 
G, GPR120, é ativado por ácidos graxos insaturados de cadeia longa e é importante 
sinalizador relacionado com vários aspectos da função celular, incluindo o efeito anti-
inflamatório exercido através da ligação do GPR120 com estes ácidos graxos. Nosso 
objetivo foi avaliar a expressão e atividade do GPR120 em pele íntegra e em feridas 
cutâneas de ratos Wistar tratados com o ácido docosahexaenóico (DHA). Tal estudo se 
justifica pela importância do melhor entendimento dos mecanismos imunoreguladores e 
inflamatórios da cicatrização de feridas que levem a abordagens terapêuticas mais efetivas. 
Para tal, pele íntegra e feridas cutâneas de ratos Wistar foram avaliadas por 
imunohistoquímica, imunoblot e PCR em tempo real. Nós encontramos que o GPR120 é 
expresso na pele e em tecido cicatricial de Wistar, fato ainda não relatado na literatura. Além 
disso, o GPR120 foi co-localizado em queratinócitos importante células nativas da epiderme.  
O tratamento tópico das feridas com DHA  acelerou a cicatrização. Os efeitos moleculares 
deste tratamento na ferida foram: a associação de GPR120 e β-arrestina; diminuição de 
Interleucina-1 Beta (IL-1β); aumento do Fator Transformador Beta (TGF-β)  e Ivolucrin (IVL), 
um marcador de queratinócitos. 
 
 Este trabalho pertence à linha de pesquisa Processo de Cuidar em Saúde e Enfermagem. 






Wound healing is a complex process and highly specialized, where it is necessary to 
integrate various types of cells, growth factors and enzymes. The healing process  involves  
several phases: clot formation, inflammation, reepithelialization, angiogenesis, formation of 
granulation tissue, wound contraction, scar formation, and tissue remodeling. Recent studies 
have shown that the G protein-coupled receptor, GPR120 is activated unsaturated long 
chain, such as docohexaenoic acid, and are important signaling relating to various aspects of 
cellular function, including inflammatory effect exerted by connecting the GPR120 with these 
fatty acids. Our objective was to evaluate the expression and activity of the GPR120 in intact 
skin and in skin wounds in rats treated with docosahexaenoic acid (DHA). This study is 
justified by the importance of better understanding of inflammatory and immunoregulatory 
mechanisms of wound healing leading to more effective therapeutic approaches. For this 
purpose, intact skin and wounds of rats were evaluated by immunohistochemistry, 
immunoblotting and real-time PCR. We found that GPR120 is expressed in the skin and scar 
tissue of Wistar fact still never been reported in the literature. Additionally, the GPR120 co-
located important native keratinocyte cells of the epidermis. The topical treatment of wounds 
with DHA accelerated healing. The molecular effects of this treatment on the wound were: 
the association of β-arrestin and GPR120; decreased interleucin - 1 beta ( IL - 1β), 
increasing the Transformer Factor Beta (TGF - β) and Ivolucrin (IVL), a marker of 
keratinocyte.  
 
This work belongs to the line of research Process in Health Care and Nursing . 
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1.1- A pele: uma barreira indispensável 
A pele é o maior órgão do corpo humano e somada a seus anexos constitui o 
sistema tegumentar. Sua área de extensão total no adulto pode chegar a 1,5 até 2,0 
metros2 e pesar de oito a dez quilogramas, representando 16% do peso corporal. Em 
cada centímetro quadrado de pele existem cerca de oito milhões de células, trezentas 
glândulas sudoríparas e nove mil células nervosas(1). 
 
1.2- Funções da pele 
A principal função da pele é formar uma barreira protetora entre o meio interno 
e externo do organismo. Dentre as funções vitais exercidas pela pele, destacam-se o 
controle do fluxo sanguíneo, regulação térmica, percepção sensorial especializada, 
proteção contra raios ultravioletas (UV), prevenção contra desidratação e absorção de 
substâncias, além disso faz parte do sistema imunológico atuando como uma linha de 
defesa primária contra potenciais agressores, infecções e toxinas do meio externo. 
Possui função metabólica participando da síntese de vitamina D(2). Por fim, quando 
danificada, a pele é capaz de cicatrizar-se e regenerar-se com a mesma função 
protetora da pele intacta. 
 
1.3- Constituição da pele 
A pele é constituída por duas camadas, a epiderme e a derme. A epiderme 
corresponde à porção epitelial da pele e é constituída por um epitélio estratificado 
pavimentoso queratinizado, com células escamosas organizadas em várias camadas. 
A principal célula desta camada é o queratinócito, responsável pela produção de 
queratina, que é uma proteína resistente e impermeável que desempenha papel 
fundamental na função de proteção exercida pela pele. Também estão presentes os 
melanócitos, os quais produzem melanina, um pigmento castanho que absorve os 
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raios UV e as células imunitárias, constituídas principalmente pelas células de 
Langerhans(3-4). 
Vista da derme para sua superfície, a epiderme é composta pelas seguintes 
camadas(5): 
- Camada basal: caracterizada por intensa atividade mitótica com constante 
geração de novas células que, progressivamente, migram para as camadas 
superficiais repondo aquelas perdidas pelo processo contínuo, dando origem a todas 
as outras camadas. 
- Camada espinhosa: formada por células cúbicas ou achatadas com maior 
quantidade de queratina que as da camada basal, as quais apresentam um processo 
incipiente de formação de junções celulares umas com as outras, com o intuito de 
proporcionar maior resistência e elasticidade. 
- Camada granulosa: caracterizada por células achatadas com grânulos de 
queratina proeminentes e outras substâncias extracelulares e proteínas, como o 
colágeno. 
- Camada lúcida: constituída de uma delgada lâmina de células eosinofílicas e 
translúcidas, as quais perdem seus núcleos que são digeridos por enzimas secretadas 
por essas mesmas células. 
- Camada córnea: que é a camada mais externa, constituída de células 
achatadas eosinófilas, anucleares com grande quantidade de filamentos, 
principalmente queratina(5). 
A junção entre a epiderme e a derme apresenta forma de papilas, que dão 
maior superfície de contato com a derme e maior resistência ao atrito da pele, sendo a 
derme o tecido conjuntivo que sustenta a epiderme. É constituída por elementos 
fibrilares como o colágeno e a elastina, além de outros elementos da matriz 
extracelular, como proteínas estruturais. Os fibroblastos são as células envolvidas com 
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a produção dos componentes da matriz extracelular constituindo-se no principal 
componente celular da derme(3-4). 
A derme é subdividida em duas camadas, onde se localizam os vasos 
sanguíneos 
que nutrem a epiderme, vasos linfáticos e também os nervos e os órgãos sensoriais a 
eles associados. A primeira é a camada papilar, a qual faz contato com a epiderme 
sendo 
constituída por tecido conjuntivo frouxo e, a segunda é a camada reticular que é 
constituída por tecido conjuntivo denso não modelado, onde predominam as fibras 
colágenas(5). 
Adjacente à derme encontra-se o tecido celular subcutâneo ou hipoderme, o 
qual não faz parte da pele. Este é constituído predominantemente por tecido adiposo 
que confere proteção contra o frio, e um tecido conjuntivo frouxo responsável pela 
conexão entre a derme e a fáscia muscular. A espessura da hipoderme varia entre os 
grupos étnicos, gêneros, em relação à localização no corpo e também de acordo com 
hábitos e estilo de vida. Possui como funções principais as de reservatório energético, 
isolante térmico, modelagem da superfície corporal, absorção de choques e fixação 
dos órgãos, além de ser considerado um órgão endócrino capaz de secretar 
hormônios e citocinas importantes para o metabolismo(1). Os anexos da pele são: 
folículo piloso, pelo, músculo liso eretor e terminações nervosas sensitivas(1,3-4). 
 
1.4-   As Feridas 
As feridas são definidas como a interrupção na continuidade de tecido e a 
perda da integridade física da pele, podendo ocorrer falta do tegumento cutâneo, além 
de parte do tecido subcutâneo e nos casos mais graves atingir músculo, tendões. 
Podem ter diversas causas como trauma físico, químico, mecânico ou desencadeada 
por afecções clínicas. Contudo, independente da etiologia das feridas, dependendo de 
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vários fatores patológicos a cicatrização pode se tornar dificultada e assim as feridas 
podem tornar-se crônicas(6). 
As feridas crônicas são aquelas que não são reparadas em tempo esperado e 
apresentam complicações graves como, infecções locais e generalizadas, amputações 
e até a morte(6). Elas representam um grande problema de saúde pública por gerarem 
elevados custos com a saúde, incapacidades físicas e afastamento do trabalho. Um 
fato que colabora para a elevada prevalência de feridas crônicas em todo o mundo é o 
aumento progressivo da expectativa de vida(7), da obesidade, do diabetes tipo 2 e das 
doenças associadas(6). 
O tratamento de lesões cutâneas não é um desafio restrito as sociedades 
modernas. Durante séculos o tratamento de feridas tem sido uma preocupação 
constante das pessoas envolvidas com cuidados à saúde e o objetivo sempre foi de 
obter melhores resultados cicatricial em menor tempo possível(6). 
 
          1.5 - O Processo Cicatricial 
 
A cicatrização de feridas é um processo altamente complexo e dinâmico e 
embora seja objeto de pesquisa há mais de um século, ainda permanece um grande 
desafio na medicina moderna(12). A cicatrização ideal de uma ferida cutânea requer um 
conjunto harmonioso de complexos eventos biológicos e moleculares de migração e 
proliferação celular e da deposição e remodelamente da matriz extracelular(13). 
Diversas células, incluindo as inflamatórias, fibroblastos, queratinócitos e 
células endoteliais, além do envolvimento de fatores de crescimento, citocinas e 
enzimas, participam do processo de cicatrização de forma integrada(10). O processo 
normal ocorre por  meio de fases didaticamente divididas em inflamatória, proliferativa 





           1.5.1- Fase Inflamatória 
Imediatamente após a lesão ocorre o tamponamento dos vasos e logo a seguir 
vasoconstrição como primeira resposta, seguido por uma sequência de eventos que 
se inicia com a deposição e ativação de plaquetas e posterior recrutamento de novas 
células, o qual leva a formação de um trombo que provisoriamente tampona a lesão. O 
trombo rico em plaquetas (branco) é rapidamente infiltrado por fibrina. Logo após, os 
eritrócitos são capturados por essa rede fibrinosa e forma-se então o trombo vermelho, 
principal responsável pela oclusão do vaso sanguíneo rompido. Este trombo fornece 
uma matriz preliminar que alicerçará a migração das células responsáveis pelo 
desencadeamento do processo de reparo(8,9). 
A adesão inicial das plaquetas à superfície lesada ocorre pelas proteínas de 
adesão presentes na sua membrana. As principais delas são os receptores de 
glicoproteínas e a adenosina difosfato (ADP), liberados pelas hemácias. Outra 
substância que contribui para a agregação plaquetária é o ácido araquidônico da 
membrana das plaquetas, convertido em tromboxano A2 (TxA2) pelas enzimas 
ciclooxigenase e tromboxane sintetase. O Fator Ativador de Plaquetas (PAF), 
importante derivado do acido araquidônico liberado pelas próprias plaquetas, 
macrófagos e mastócitos também atuam na agregação plaquetária(8,9). 
As plaquetas são ativadas por um grande número de substâncias agonistas 
presentes na matriz subendotelial e na corrente sanguínea, como o colágeno 
subendotelial exposto pela ruptura do vaso e a trombina gerada pelos processos de 
coagulação. As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento como o Fator 
Transformador Beta (TGF-β) e o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas 
(PDGF), além de quimiocinas e outras proteínas como fibrinogênio, fibronectina e 
tromboplastina, as quais são encontradas em seus próprios grânulos. A interação das 
proteínas dos grânulos plaquetários com proteínas da matriz extracelular formam uma 
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matriz provisória. O TGF-β, PDGF e o PAF se difundem por esta matriz provisória 
formando assim um gradiente quimiotático que encaminha a migração de outras 
células importantes no processo inflamatório e de cicatrização(8,9). 
Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes do sangue, onde um número 
significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisório durante o 
rompimento dos vasos. Após este extravasamento passivo, os neutrófilos migram para 
a superfície da ferida para formar uma barreira contra a invasão de microorganismos e 
promover assim o recrutamento ativo de mais neutrófilos. À medida que ocorrem as 
primeiras migrações de células inflamatórias para o local, o gradiente quimiotático é 
retroalimentado positivamente. 
As células que migram em resposta ao gradiente quimiotático (neutrófilos, 
monócitos e fibroblastos) também são em sua maioria produtoras de substâncias 
quimiotáticas, com papel destacado para os eicosanóides e, principalmente, para as 
quimiocinas(8,9). 
Isoladamente, a produção e a liberação dos mediadores acima descritos são 
insuficientes para o recrutamento de neutrófilos a partir da circulação. A força de 
arraste da corrente circulatória impede seu contato com as paredes dos vasos. Por 
ação dos eicosanoides (leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas) e citocinas 
inflamatórias [como a Interleucina 1 (IL-1) e Tumor de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α)] 
produzidas por macrófagos, mastócitos, células estromais e outros mediadores, as 
células endoteliais dos vasos não lesados são induzidas a expressarem em sua 
membrana proteínas de adesão para leucócitos, levando a sua dilatação. Esse 
processo lentifica a circulação sanguínea diminuindo dessa forma a sua força de 
arraste, permitindo, assim, a marginação dos leucócitos e sua ligação às moléculas de 
adesão expressas nas células endoteliais(8,9). 
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Nas regiões distais onde os vasos se romperam, o aporte de oxigênio fica 
comprometido em função da formação do trombo. O influxo de neutrófilos e 
macrófagos ativados para esta região aumenta a demanda por oxigênio com 
consequente elevação das concentrações de ácido láctico e queda do pH. A 
combinação de hipóxia, pH baixo e alta concentração de ácido láctico leva a ativação 
de macrófagos para a produção de fatores de crescimento(8,9). 
 
1.5.2- Fase Proliferativa 
Essa fase é marcada por intensa produção e liberação de mediadores químicos 
produzidos pelos macrófagos, tanto quanto migração e ativação de fibroblastos. Essas 
células são os principais componentes do tecido de granulação e após sofrerem 
influência dos fatores de crescimento e demais mediadores derivados principalmente 
(mas não exclusivamente) dos macrófagos, são ativadas e migram das margens da 
ferida para o centro. Isto se dá por meio da matriz provisória formada, seguindo a 
orientação das substâncias quimiotáticas(8,9). 
Com o aumento no número de fibroblastos ativados para a produção de 
colágeno no local, a matriz extracelular começa a ser substituída por um tecido 
conjuntivo mais forte e mais elástico. Este processo é denominado de fibroplasia e 
ocorre por volta do quarto dia simultaneamente com formação de novos vasos 
sanguíneos. Além da ação direta de fatores de crescimento sobre as células da 
vasculatura, a indução da angiogênese é, em parte, devida à característica de baixa 
tensão de oxigênio que ocorre no centro da ferida(8,9). 
A neovascularização é essencial neste estágio, pois permite a troca de gases e 
a nutrição das células metabolicamente ativas. Com o estímulo de fatores de 
crescimento e de outros mediadores, as células endoteliais no interior de capilares 
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intactos nas margens da ferida passam a secretar colagenase e ativador do 
plasminogênio. Essas substâncias promovem aberturas na membrana basal 
permitindo a migração das células endoteliais que, ao atravessarem a parede do vaso 
e utilizarem como substrato a matriz extracelular provisoriamente produzida, seguem 
em direção à região da lesão. Uma vez na região externa do vaso, elas passam pelo 
processo de diferenciação para aquisição da capacidade de formação de novos tubos 
capilares. As células endoteliais migratórias formam no exterior do vaso um broto 
capilar que em seguida une-se ao capilar de origem, para que, em seguida, ocorra o 
restabelecimento do fluxo sanguíneo(8,9). 
O leito da ferida aberta deve ser preenchido e este fenômeno requer duas 
condições. Na primeira, a própria natureza anatômica da ferida proporciona um 
estímulo para a migração e proliferação das células (fibroblastos, células epiteliais e 
queratinócitos) a partir das suas margens. Através de um mecanismo descrito por 
Montesano e Orci de “efeitos de vizinhança livre”, as células basais próximas à região 
da ferida ao perderem a interação com as células adjacentes, são ativadas, adquirem 
propriedades mitóticas e proliferam em direção ao centro da lesão. Na segunda, 
mesmo quando o espaço da lesão está preenchido com tecido de granulação, as 
margens se movem uma em direção à outra como se houvesse uma força de tração 
invisível. Isto ocorre devido à diferenciação de alguns fibroblastos das margens da 
ferida para miofibroblastos, portanto, fibroblastos com capacidade contrátil. Com a 
evolução do processo, a matriz extracelular, que inicialmente era composta 
principalmente por proteínas derivadas de plaquetas e do plasma, passa por 
modificações em sua composição(8,9). 
A migração e ativação de macrófagos e fibroblastos para a região, somada à 
presença de vasos neoformados, permite que os componentes da nova matriz 
extracelular passem a ser localmente produzidos principalmente por estas células. Os 
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fibroblastos passam a depositar grande quantidade de fibronectina que, embora seja 
substrato que desempenha outras funções, basicamente serve para a fixação da 
própria célula. As células endoteliais dos vasos neoformados se diferenciam em 
células de revestimento e os vasos neoformados assumem as características 
funcionais de capilares(8,9). 
Os fibroblastos são as células que passam por mudanças fenotípicas mais 
acentuadas. Nesta etapa, é necessária alta tensão de oxigênio para a hidroxilação dos 
resíduos de prolina e lisina nas cadeias polipeptídicas do colágeno montadas no 
citoplasma dos fibroblastos. Isto é proporcionado pela rede capilar neoformada(9,10). 
Durante a fixação dos fibroblastos e seu amadurecimento fenotípico para células 
produtoras de colágeno, o processo de contração da ferida alcança a sua eficiência 
máxima, o que decorre como exposto acima, da formação de miofibroblastos(8,9). 
Apesar de seu mecanismo contrátil ainda não ser totalmente esclarecido, estas 
células são encontradas alinhadas ao redor de depósitos da nova matriz extracelular, 
fazendo uniões célula a célula e gerando força de tensão. Elas também auxiliam no 
processo de contração no ressecamento da crosta superficial da ferida, a qual durante 
a desidratação diminui de tamanho e arrasta o tecido a ela aderido(8,9). 
À medida que a região da lesão vai sendo coberta pelas células epidermais, 
um mecanismo de “inibição por contato” é acionado. As células voltam a apresentar o 
fenótipo original, a membrana basal é refeita e os hemidesmossomos e desmossomos 
são reconstituídos. Ao final desta etapa, o leito da ferida está totalmente preenchido 
pelo tecido de granulação, a circulação é restabelecida pela neovascularização e a 
rede linfática sofre um processo de regeneração. Lentamente, o tecido de granulação 
é enriquecido com mais fibras colágenas, dando à região lesada a aparência de 
cicatriz devido ao acúmulo de massa fibrosa(8,9). 
 26 
 
1.5.3- Fase de Remodelamento 
Por volta do décimo dia, o leito da ferida encontra-se totalmente preenchido 
pelo tecido de granulação emaranhado pela nova rede capilar e com a rede linfática 
em franca regeneração, devido a sua reconstrução ter-se iniciado posteriormente a 
vasculatura. O tecido de granulação vai sendo enriquecido com fibras de colágeno 
começando a adquirir a aparência de massa fibrótica característica da cicatriz. Nesta 
etapa, surgem as primeiras fibras de colágeno tipo I(8,9). 
Com a evolução do processo, acentua-se a deposição de colágeno e a maioria 
das células desaparecem (observa-se a apoptose de fibroblastos e células endoteliais) 
formando finalmente a cicatriz. Atualmente sabe-se, que a resolução completa de uma 
ferida somente pode ser considerada depois de concluída a maturação e 
remodelagem da matriz extracelular. Este processo ocorre lentamente levando muitos 
meses ou às vezes anos e, mesmo assim, uma cicatriz cutânea completamente 
madura possui apenas 70% da resistência da pele normal(8,9). 
A resistência de uma cicatriz é dada pela quantidade de colágeno depositada e 
pela forma com que as fibras estão organizadas. Quanto maior o número de ligações 
covalentes transversais, maior a resistência da cicatriz. Quando secretado na forma de 
tropocolágeno, as ligações transversais das fibras se dão por pontes de hidrogênio. No 
processo de amadurecimento da fibra, as lisinas, hidroxilisinas e lisinas glicosiladas 
constituintes da molécula de tropocolágeno são oxidadas até aldeídos pela enzima lisil 
oxidase. Estes, após sofrerem oxidação, se ligam covalentemente a outros grupos 
aldeídos ou com lisinas não oxidadas, o que aumenta a resistência da fibra(8,9). 
O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de 
produção, digestão e orientação das fibrilas de colágeno. A princípio, a deposição de 
colágeno é feita de maneira aleatória tendo como orientação a organização da 
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fibronectina e dependente da natureza e direção das tensões aplicadas ao tecido. 
Essas fibras são subsequentemente digeridas pela colagenase, re-sintetizadas, 
rearranjadas de acordo com a organização das fibras do tecido conjuntivo adjacente e 
lateralmente ligadas por ligações covalentes. Essas ligações são formadas entre 
moléculas de tropocolágeno no âmbito da fibrila e entre as próprias fibrilas. Repetições 
sucessivas da lise, re-síntese, redirecionamento e religação formam fibras maiores de 
colágeno e resultam numa configuração mais regular da cicatriz. Isso aumenta a sua 
resistência devido à organização das fibras acompanharem as forças mecânicas a que 
o tecido está sujeito durante a atividade normal(8,9). 
Ao final desta etapa, os anexos da pele como folículos pilosos e glândulas 
sofrem regeneração limitada e a coloração da cicatriz permanece pálida, pois a 
regeneração dos melanócitos é deficiente e as cicatrizes são pouco vascularizadas 
devido ao desaparecimento dos novos capilares sanguíneos(8,9). 
Então, visto todo este complexo processo de cicatrização de feridas, muitos 
fatores locais ou sistêmicos podem interferir com o processo normal de cicatrização 
por afetar uma ou mais fases deste processo. Tal  desregulação pode resultar na 
formação de feridas crônicas, as quais apresentam, frequentemente, período 
inflamatório prolongado, levando a um processo de cicatrização adiado ou 
incompleto(11) como ilustrado na Figura 1. 
  
Figura 1. Esquema ilustrativo das fase
Coagulação; c)Inflamação 









s do processo de cicatrização: a) Injúria; b) 
Inicial (recente); d)Inflamação tardia; e) Proliferação e 





1.6- Os ácidos graxos insaturados: implicações na cicatrização de feridas 
Os ácidos graxos insaturados, podem ser classificados em razão das duplas 
ligações em mono ou poli-insaturados, sendo estas ligações encontradas 
principalmente na posição cis nas cadeias. A localização da primeira dupla ligação na 
cadeia carbônica a partir do grupamento metila, identifica a série do ácido graxo pela 
letra ω (Ômega), sendo principais, os pertencentes às famílias ω3, ω6, ω7 e ω9 (14). 
O principal representante dos ω6 é o ácido linoleico (LA) (C18:2), encontrado 
em óleos vegetais como soja, milho, girassol, cártamo e oleaginosas como o 
amendoim, nozes e castanhas. Em relação aos ω3, o mais fácil de ser encontrado é 
de origem vegetal, o ácido α-linolênico (ALA) (C18:3), que tem como fontes, as 
sementes de linhaça e chia e o óleo de canola. Os outros dois principais são o ácido 
eicosapentaenóico (EPA) (C20:5) e o docosahexaenóico (DHA) (C22:6). Eles estão 
presentes nos óleos provenientes das vísceras de peixes de águas muito frias como o 
salmão e o arenque. São também encontrados na sardinha e no óleo de fígado de 
bacalhau. O ω9 é um monoinsaturado, representado essencialmente pelo ácido oleico 
(AO) (C18:1), sendo sua principal fonte o azeite de oliva e encontrado em algumas 
semente oleagenosas. Assim como o ω9, o ω7 também possui uma única dupla 
ligação sendo representado pelo ácido palmitoleico (C16:1) encontrado na macadâmia 
(14,15)
. 
Os ácidos graxos, sob a forma de fosfolipídios, são componentes essenciais 
das membranas plasmáticas. Além da sua função estrutural, os fosfolipídios de 
membrana também atuam como segundo-mensageiros enviando sinais para células e 
desempenhando papel importante na imunidade e na resposta inflamatória(16, 17).  
Juntos aos fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, estabelecem a 
reação inflamatória.  Há também a liberação de metabólitos do ácido araquidônico, 
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como passo relevante no início do reparo de feridas. O ácido araquidônico, um ácido 
graxo poliinsaturado pertencente a família ômega-6 (ω-6), e seus metabólitos são 
mediadores de vários eventos durante a cicatrização de feridas, tais como crescimento 
celular, angiogênese e síntese da matriz extracelular(18). Os ácidos graxos 
poliinsaturados são os precursores primários de muitos destes mediadores lipóicos 
com função fundamental nas funções da fase inflamatória(19-21).  
Diversos estudos demonstram que os ácidos graxos melhoram a cicatrização 
de feridas. O ácido graxo monoinsaturado oléico (ω-9),  modula a resposta imune na 
cicatrização de feridas(22) e melhora o tempo de fechamento da lesão cirúrgica(23)
.
 
Tanto o ácido graxo monoinsaturado, oléico, como o ácido graxo 
poliinsaturado, α-linolênico (C18:3), ômega-3 (ω-3), são capazes de estimular a 
proliferação de células epiteliais in vitro(18). Também há relatos na literatura mostrando 
o envolvimento desses ácidos graxos em funções cruciais do processo inflamatório, 
como a contração vascular, quimiotaxia, adesão, migração e ativação celular(23-25). 
Além disso, o ácido α-linolênico é o principal ácido graxo na epiderme, e tem função 
importante na manutenção da barreira de permeabilidade, maturação, diferenciação 
da camada córnea, formação e secreção de corpos lamelares(26).  
  
1.7- O GPR120  
O GPR120 (receptor acoplado a proteína G 120) é um receptor acoplado a 
proteína G (GPCR), pertencente à família rodopsina, identificado através de 
mapeamento, em grande escala, em bases de dados do genoma humano(28). Os 
GPCRs  são proteínas integrais da membrana caracterizados por apresentarem sete 
domínios transmembrânicos que atravessam a membrana celular com um domínio 
extracelular  e outro intracelular e a capacidade de ativar proteínas G heterotriméricas. 
 31 
 
Estes receptores são importantes sinalizadores relacionados com vários aspectos da 
função celular(29-31). 
 Após a identificação do GPR120, revelou-se que ele funciona como receptor de 
ácidos graxos insaturados de cadeia longa (AGCL), no trato gastrintestinal de ratos e 
humanos(29).  
Em 2010, um importante estudo  demonstrou o possível mecanismo por meio 
do qual ácidos graxos ω-3 são capazes de executar suas atividades, até então 
desconhecido. O grupo em questão identificou um receptor transmembrânico 
específico para tais ácidos graxos, o GPR120, a partir do qual, estas substâncias 
exercem sua atividade(27). Estes pesquisadores caracterizaram o padrão de expressão 
tecidual de cinco GPCRs, conhecidos por se ligarem e reconhecerem ácidos graxos. 
Além disso, este mesmo trabalho descreveu novos agonistas para o GPR120, sendo 
eles: os ácidos graxos ω-3 EPA (eicosapentaenóico) e DHA (docosahexaenóico), os 
quais exercem potente efeito antiinflamatórios através do GPR120. Devido aos efeitos 
moduladores da inflamação mediados especificamente pelo GPR120, o mesmo grupo 
sugeriu a existência de um mecanismo no qual este receptor exerce suas atividades. 
Após uma série de experimentos utilizando  ácido ribonucleico de interferência (RNAi), 
os pesquisadores revelaram que a sinalização e a atividade do GPR120 são 
inteiramente dependentes de uma proteína chamada β-arrestina-2. Assim, como 
mostra a figura 1, a ligação do DHA ativa o GPR120 promovendo a associação da β-
arrestina-2 ao receptor. Em seguida, ocorre a internalização do complexo GPR120/ β-
arrestina-2 para o citoplasma da célula, onde a β-arrestina-2 pode ligar-se a proteína 
TAB1, bloqueando a associação da TAB-1 com outra proteína conhecida como TAK-1 
e, consequentemente a ativação da TAK-1. A ausência da ativação desta proteína 
impede a transdução de sinais nas vias inflamatórias do IKK/IκB/NFκB e da JNK, 
bloqueando, assim, o desenvolvimento da inflamação(27), como mostra a Figura 2.  
 
  
Figura 2. Esquema ilustrativo do
citoplasma pela ativação do GPR120 por ácido
de Talukdar, 2011. 
 
Já Gotoh e colaboradores (2007) mostraram que o GPR 120 é expresso em 
grande concentração nos tecidos adiposos subcutâneo, peri
epididimal e intestino delgado
expressão ou envolvimento do GPR 120 
o tratamento com ácidos graxos. Por se tratar de um importante mecanismo de 
imunorregulação e, considerando o efeito já conhecido de determinados ácidos graxos 
no processo de cicatrização, decidimos avaliar a e
pele sadia e lesionada de roedores.
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 mecanismo antiinflamatório 




, mas nenhum trabalho até o momento descreveu a 
em pele íntegra ou em tecido cicatricial após 
xpressão e ativação do GPR120 em 
 
 




A identificação do  receptor de ácido graxo insaturado na pele, responsável 
pela transdução do sinal celular proporcionado por essas substâncias e a 
caracterização de suas ações intracelulares, poderá proporcionar melhor 
entendimento dos mecanismos imunoreguladores e inflamatórios da cicatrização de 
feridas que levem a abordagens terapêuticas mais efetivas na aceleração do processo 
cicatricial, especialmente em casos de queimaduras de pele, feridas diabéticas ou 




















     2.1- Objetivo Geral 
Caracterizar a expressão e a atividade de GPR120 na pele íntegra e em feridas 
cutâneas de ratos Wistar após tratamento tópico com ácido docosahexaenóico. 
     2.2-  Objetivos Específicos 
 Avaliar a expressão e ativação do GPR120 na pele íntegra e em feridas de 
ratos Wistar; 
 Comparar a retração da ferida nos tempos 1, 3, 5, 9, e 15 dias após cirurgia em 
animais tratados topicamente com DHA com seus controles; 
 Identificar a expressão de citocinas pró e antiinflamatórias em resposta a 
















a) Modelo animal 
 Foram utilizados ratos Wistar, machos, obtidos do Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de 
Campinas (UNICAMP), com três semanas de vida e mantidos em gaiolas, 
climatizadas, em ciclo claro-escuro de doze horas e com ração e água ad libitum. 
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP (ANEXO 
1). Estes animais foram submetidos a cirurgia para a realização de ferida por meio do 
procedimento descrito abaixo. 
 
b) Protocolos experimentais 
          Os ratos foram utilizados nos experimentos ao atingirem oito semanas de 
vida. Em todos os experimentos onde foi necessário a extração de tecidos ou a 
realização da feridas cutâneas os animais foram anestesiados com pentobarbital (50 
mg.kg-1) via intra-peritoneal (IP) e somente após dez a quinze minutos, quando os 
animais perderam os reflexos corneano e pedioso foi então retirado o material. O 
sacrifício do animal foi realizado por aprofundamento anestésico. 
 
c) Experimentos com pele íntegra  
 Para a caracterização da expressão e distribuição celular do GPR120, cinco ratos 
foram utilizados para o preparo de espécimes de pele íntegra  para a avaliação por 
meio de imunofluorescência com co-localização.. Além disso,a avaliação quantitativa 
de GPR120 na pele foi realizada por dois métodos: Immunoblot e PCR (Reação em 
Cadeia de Polimerase) em tempo real. Além da pele,  espécimes de tecido pulmonar, 
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e adiposo epididimal foram utilizados como controle positivo em razão da grande 
expressão de GPR120 nestes locais (26).  
 
d) Experimentos com feridas cutâneas 
    Após ter sido caracterizado a expressão de GPR120 em pele íntegra, 
estudamos o receptor em feridas cutâneas. Para tal, os ratos foram anestesiados 
conforme descrito acima e então foi efetuada a tricotomia dorsal e a excisão da ferida 
feita por meio de punch de 8 milímetros, numa profundidade que atinjia apenas ao 
plano suprafascial areolar do músculo longo dorsal. A ferida não foi coberta ou 
suturada e a cicatrização ocorreu por segunda intenção.  
   Para caracterização da distribuições celular de GPR120 em feridas e 
avaliação de citocinas inflamatórias, os animais foram sacrificados em períodos de 
tempos separados por grupo, sendo o primeiro grupo sacrificado imediatamente  
após a cirurgia (zero hora) seguido dos demais grupos nos tempos 1, 3, 5, 9 e 15 
dias pós-cirurgia (PC). Cada grupo foi  utilizado uma única vez no nosso 
delineamento experimental, sendo que para cada um dos grupos foi realizada 
duplicata. A partir do tempo 0 (zero) PC,  os animais do grupo tratado receberam 
DHA topicamente a 30µM em um volume de 50µL (quantidade suficiente para cobrir 
totalmente a lesão) diariamente. O grupo controle recebeu veículo (solução de 
glicerol a 50% em 0,02 M TRIS-HCl, pH 7,4) na mesma quantidade.  Amostras de 
pele correspondentes a toda a área de cicatrização das feridas foram  
cuidadosamente removidas juntamente com uma margem de dois milímetros das 
bordas da ferida.  
A sinalização celular por meio de GRP120 foi avaliada em animais tratados 
topicamente com DHA nos tempos 1, 3, 5, 9 e 15 dias após cirurgia. A indução da 
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associação entre GPR120 e β-arrestina-2  foi considerada como sinal de ativação da 
via GPR120, avaliado por  Imunopreciptação  e Western Blot. 
Uma vez definido o tempo e dose ideal de ativação de GPR120 na ferida 
cutânea após o uso de DHA, utilizamos PCR em tempo real para avaliar o efeito deste 
sistema em induzir ou inibir a expressão de TNF-α,  Interleucinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-
17, TGF- β e Ivolucrin (IVL). 
E por fim, foi realizada análise macro e microscópica do fechamento da 
ferida. As feridas foram tratadas com ácido  docosahexaenóico e veículo (controle) 
foram fotografadas diariamente até completar quinze dias pós cirurgia com câmera 
digital Sony® e o outro grupo de nimais as feridas foram extraída para análise 
microscópica por H/E. As fotos obtidas foram avaliadas por meio do “ADOBE® 
Photoshop® 6.1” para o cálculo do tamanho das feridas e posterior comparação do 
fechamento das mesmas, o qual foi definido por percentagem de redução da área das 
feridas originais.  
 
e)  Preparo do ácido docosahexaenóico 
O ácido docosahexaenóico (n-3) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) foi  
preparado diariamente,  em uma concentração de 30 µM, e solução de glicerol a 50% 
em 0,02 M TRIS-HCl, pH 7,4 (veículo),  em volume final de 50 µL, para o uso em 
modelo animal de cicatrização de feridas. Todas as preparações foram feitas no 







f)  Extração de RNA 
      As amostras foram homogeneizadas em reagente de Trizol (InVitrogen, 
São Paulo, Brasil) por 30 segundos usando um homogeneizador de tecidos (Polytron-
Agregate, Kinematica, Littau/Luzern, Switzerland) na velocidade máxima. Em seguida 
foram centrifugadas a 6.000 rpm (rotações por minuto), e o conteúdo total de RNA foi 
isolado de acordo com as instruções do fabricante e quantificado por 
espectrofotometria. A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de 
agarose. A síntese de c-Ácido Desoxirribonucleico (cDNA) foi realizada com 2µg do 
total de RNA usando o Hight-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems). 
 
g)  PCR em Tempo Real 
Alíquotas de 5,0 ng de RNA foram submetidas à transcrição reversa utilizando-
se primers hexaméricos randômicos e Superscrit Maloney MLV transcriptase reversa. 
A avaliação de resultados foi realizada por eletroforese em gel de agarose 3%. As 
reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema TaqManTM 
(Applied Biosystems), que é constituído por um par de primers e uma sonda marcada 
com fluoróforo. O gene GAPDH (TaqManTM - Applied Biosystems) foi o controle 
endógeno da reação. Os valores da expressão gênica foram obtidos pela análise dos 
resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). Para o 
PCR em tempo real foram utilizados os primers IL-1β: Rn 00580432_m1, IL-10: Rn 
00563409_m1, IL-06: Rn 01410330_m1, TNF-α: Rn 99999017-m1, GPR120: Rn 
01759772_m1, IL17 :Rn01757168_m1, TGF-β1: Rn00572010_m1, IVL: 





 As amostras solubilizadas foram centrifugadas a 11.000 rpm por 30 minuntos a 
4 °C e o sobrenadante foi retirado para imunoprecipitação. Os volumes das amostras 
foram normalizados por concentração protéica (1,0 mg de proteína total por amostra). 
As amostras foram incubadas por 12 a 14 horas, a 4 °C com anticorpos específicos. 
Após incubação, os imunocomplexos forma recuperados com Proteína A Sepharose 
6MB por 2 horas à 4 °C e decantados por centrifugação por 15 minutos à 4 °C/11.000 
rpm. O precipitado foi lavado três vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampão de 
lavagem contendo: 2,0 mM ortovanadato de sódio, 100 mM Tris-Hcl, 10 mM EDTA e 
0,5% Triton X-100. O sobrenadante foi descartado retendo-se apenas as proteínas 
precipitadas (imunocomplexos). Os imunocomplexos foram ressuspensos em 25 µl de 
tampão de Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT. 
 
i) Western Blot 
As amostras foram homogeneizadas em aproximadamente 10 volumes de 
tampão de solubilização contendo 1% Triton X-100, 100 mM Tris (pH 7,4), 100 mM de 
pirofosfato de sódio, 100 mM de fluoreto de sódio, 10mM de EDTA, 10 mM de 
ortovanadato de sódio; 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina à 4 °C em “Polytron 
PTA 20S Generator” (Brinkmann Instruments mode PT 10/35) com velocidade máxima 
por 30 segundos.  O homogeneizado foi centrifugado à 11.000 rpm à 4 °C em um rotor 
“Beckman 70,1”, por 30 minutos para remoção de material insolúvel. A proteína total 
do sobrenadante foi determinada por meio do método colorimétrico pela reação do 
biureto com leitura 540 ηM por ELISA. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio de 
imunoprecipitação e/ou preparação de extrato total protéico (ET). Os extratos totais 
protéicos ou os imunocomplexos ressuspensos em tampão de Laemmli, foram 
aplicados em gel de poliacrilamida para separação por eletroforese (gel não 
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desnaturante). As proteínas separadas foram transferidas para uma membrana de 
nitrocelulose em aparelho de transferência (semi-dry)  umedecidas com tampão de 
transferência durante 40 minutos a 20 Volts. As membranas de nitrocelulose foram 
incubadas por 12 a 14 horas com um anticorpo específico. A ligação do anticorpo às 
proteínas não específicas foi minimizada pela pré-incubação das membranas de 
nitrocelulose com tampão de bloqueio (5 % de leite em pó desnatado; 10 mmol/L de 
Tris, 150 mmol/L de NaCl, 0,02 % de Tween 20) por 2 horas. A detecção do complexo 
antígeno-anticorpo fixo à membrana de nitrocelulose foi obtida por quimiluminescência 
utilizando um kit da Amersham e seguindo as orientações do fabricante. Após a 
revelação das auto-radiografias as bandas identificadas foram quantificadas por meio 
de densitometria óptica. Foram usados os anticorpos GPR 120 (H-155): sc-99105, β-
Arrestin-2 (H-9): sc-13140  fornecidos pela Santa Cruz Biotechnology (CA-USA) e 
TAB1  #3225  fornecida pela Cell signaling (Danvers, MA). 
 
j) Histologia (Imunohistoquímica/ Co-localização) 
 Os animais foram anestesiados com pentobarbital (50 mg.kg-1) e em seguida 
foi dissecada a porção da pele e/ou da ferida como descrito anteriormente. Esta foi  
transferida para solução de fixação contendo paraformaldeído 4% em  tampão fosfato 
0,1 M, pH 7.4. Após 24 horas de imersão nesta solução os tecidos foram desidratados 
com álcool em concentrações crescentes (70%, 80%, 95% e 100%), xilol/parafina e 
finalmente incluídos em blocos de parafina. A seguir foi produzidos cortes de 20 µm 
com o auxílio de um micrótomo e colocado em lâminas tratadas previamente com poli-
L-lysina para aderência do tecido. Os cortes foram incubados overnight com anti-
GPR120 (sc-99105), após foram lavados com solução tampão e em seguida 




k) Análise estatística e apresentação dos resultados 
Os resultados foram apresentados em média e desvio padrão da média. Para a 
comparação de médias entre dois grupos, aplicamos o teste t Student para amostras 
independentes. Em todos os casos o nível de significância para rejeição da hipótese 
de nulidade foi de 5% (p<0,05). Os dados foram analisados utilizando o programa 
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The development of new methods aimed at improving skin wound healing may have an impact 
on the outcomes of a number of medical conditions. The topical use of different types of 
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) can accelerate skin wound healing through mechanisms 
that involve, at least in part, the modulation of inflammatory activity at the site of the lesion. 
Here we evaluate if GPR120, a recently identified receptor for DHA, is expressed in the skin 
and responds to topical DHA. Male Wistar rats were submitted to an 8.0 mm wound on the 
back and were immediately administered a topical treatment of a solution containing 30 µM of 
DHA once a day. The healing process was photo-documented, and tissues were collected on 
days 5, 9 and 15 for protein and RNA analysis and histological evaluation. Our results show 
that GPR120 is expressed in the intact skin and in the wound. Keratinocytes are the cells that 
express the most skin GPR120, while virtually no expression was detected in fibroblasts. Upon 
DHA topical treatment, wound healing was significantly accelerated. This was accompanied by 
the molecular activation of GPR120, as determined by its association with β-arrestin 2. In 
addition, DHA promoted a reduction in the expression of IL-1β and an increase in the 
expression of IL-6. Furthermore, there was a significant increase in expression of TGF-β and the 
keratinocyte marker involucrin. Thus, topical DHA improved skin wound healing, and the 
activation of GPR120 is potentially involved in this process.  
 






Delayed or complicated skin wound healing are common features of metabolic diseases, 
particularly diabetes [1-3]. It is currently known that at least part of this phenomenon is due to 
the anomalous regulation of the inflammatory activity in the wounded area [1, 4]. Distinct 
approaches used to modulate the inflammatory activity in skin wounds were successful in 
accelerating the healing process[5, 6]. In this context, providing advances in the 
characterization of the mechanisms that regulate inflammatory activity in wounded skin may 
reveal new potential targets for the treatment of chronic skin wounds.  
The topical use of different types of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) can accelerate skin 
wound healing through mechanisms that involve, at least in part, the modulation of 
inflammatory activity at the site of the lesion[7-10]. In fact, endogenous docosahexaenoic acid 
(DHA) plays an important physiological role in skin healing, acting as a substrate for the 
synthesis of 14S,21R-dihydroxy-DHA, which is produced by macrophages to accelerate tissue 
repair[11]. A recent study has shown that the production of 14S,21R-dihydroxy-DHA is severely 
impaired in the wounded skin of diabetic mice [12], placing the DHA pathway in a pivotal 
position as a potential target for the treatment of chronic skin wounds in metabolic diseases.  
DHA can exert anti-inflammatory activity serving as substrate for the endogenous production 
of lipid-derived anti-inflammatory substances such as resolvins [13]. However, recently, 
GPR120 was identified as a membrane receptor for DHA, which can transduce anti-
inflammatory activity through the inhibition of TLR4- or TNFR1-induced activation of IKK[14]. 
Here we evaluate the impact of topical DHA on the skin wound healing of intact rats. In 




Materials and Methods 
Experimental animals. The experiments were approved by the Ethics Committee of the 
University of Campinas. Eight-week old male Wistar rats were submitted to an 8.0 mm punch-
wound in the skin of the dorsal region. Thereafter, the rats were randomly assigned to either 
control or topical DHA treatment groups. The DHA group received a topical application of a 
solution containing docosahexaenoic acid (Sigma) 30 µM once a day for 15 days, beginning on 
the day of wound generation (day 0). Rats in the control group were treated once a day with a 
vehicle.  
Photo documentation. The process of wound healing was photo documented using a Nikon 
digital camera. A tripod was used to ensure a similar distance from the camera to the wound in 
all experiments. The area of the wound was measured using Adobe Photoshop 7.0.  
Tissue extraction for immunoprecipitation and immunoblot. Rats were anesthetized with 
sodium amobarbital (15 mg/kg body weight, ip) and subjected to surgery 10–15 min later, i.e., 
as soon as complete anesthesia was obtained and confirmed by the loss of pedal and corneal 
reflexes. For protein expression evaluation, the skin wound was excised and immediately 
homogenized in extraction buffer (1% Triton-X 100, 100 mM Tris, pH 7.4, 100 mM sodium 
pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate, 2 mM 
PMSF, and 0.1 mg/ml aprotinin) at 4°C with a Polytron PTA 20S homogenizer (Brinkmann 
Instruments model PT 10/35) operated at maximum speed for 30 sec. The extracts were 
centrifuged at 15,000 rpm at 4°C in a Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto, CA) for 45 min, and 
samples of the supernatants of these tissues containing 20 µg of protein were used for 
western blotting with antibodies against GPR120 (1:1000) and α-tubulin (1:1000). For 
immunoprecipitation experiments, samples containing 1.0 mg of protein were incubated with 
10 µl (200 mg/ml) of an antibody against β-arrestin; immunocomplexes were harvested by 
incubation and precipitation with protein-A sepharose and then separated by SDS-PAGE. 
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Following transfer, the nitrocellulose membranes were incubated with a species-specific 
horseradish peroxidase-conjugated IgG secondary antibody (diluted 1:5000 in TTBS containing 
1% dry skim milk) for 2 h at room temperature. Chemiluminescence (SuperSignal West Pico, 
Pierce) was used to permit protein detection by autoradiography. The band intensities were 
quantified by optical densitometry (UN-Scan-it Gel 6.1, Orem, Utah, USA). 
Quantification of mRNAs by real-time PCR. Sample aliquots containing 5.0 ng of RNA were 
subjected to reverse transcription using random hexamer primers and Superscript Moloney-
MLV reverse transcriptase. PCR reactions were performed in real time using the TaqManTM 
system (Applied Biosystems). The GAPDH gene (TaqManTM - Applied Biosystems) was 
employed as the endogenous control, and expression levels of the gene of interest in different 
samples were normalized to the expression level of this gene. After calculation of the 
efficiencies of the amplification of the gene of interest and the endogenous control, a scatter 
plot was constructed to define the range of concentrations for which the system was efficient. 
Primers for the target genes were purchased from Applied Biosystems. For the relative 
quantification of the gene under study, the PCR reactions in real time were carried out in 
duplicate in reactions containing 6.25 μl of TaqMan Universal PCR Master Mix 2X, 0.625 μl of 
the primers and probe solution, 1.625 μl of water and 4.0 μL of cDNA. The negative control 
used 4.0 μl of water in place of cDNA. The cycling conditions consisted of 50 °C for 2 minutes, 
95 °C for 10 minutes, and 40 cycles of 95 °C for 15 seconds and 60 °C for 1 minute. The relative 
gene expression values  were obtained by analyzing the results in the 7500 System SDS 
Software program (Applied Biosystems). 
Microscopy. After dissection, the skin tissues fixed by immersion in paraformaldehyde were 
processed in alcohol at increasing concentrations (70%, 80%, 95% and 100%), followed by xylol 
and paraffin, embedded in paraffin blocks, sectioned at 5.0 µm and placed on microscope 
slides pretreated with poly-L-lysine. To evaluate the cell and extracellular matrix morphology, 
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the wound sections were stained with hematoxylin and eosin. The sections were incubated 
with hematoxylin for 30 seconds, rinsed in distilled water, incubated for 30 seconds with eosin, 
rinsed again in distilled water and dehydrated. The slides were mounted in Entellan ® and then 
analyzed; digital images were captured under bright field microscopy. 
To evaluate the co-expression of GPR120, keratinocytes and fibroblasts, immunofluorescence 
staining was performed using the following primary antibodies: anti-GPR120 (sc-99105) Santa 
Cruz Biotechnology, citoKeratin-14 (RCK107) Abcam and FAPa (ab28246) Abcam. The images 
were obtained using a confocal laser microscope (LSM510, Zeiss, New York, NY).  
Statistical Analysis. The results are presented as the mean ± standard error. For the statistical 
analysis, we first applied the Levene test to determine homogeneity of variance. To compare 
the means between two groups, we used Student’s t-test for independent samples. For multi-
group analysis, we used analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s HSD test for 
multiple comparisons of means, when necessary. In all cases, the level of significance 
considered sufficient to reject the null hypothesis was 5% (p <0.05). The data were analyzed 





Topical DHA accelerates skin wound healing in rats. The anticipated wound healing 
acceleration property of DHA was tested during a fifteen-day protocol. As depicted in Figures 
1A and 1B, treatment with DHA beginning on day 0 resulted in a significant overall acceleration 
of healing (99.7%±0.7.0 vs. 71.2%±2.8 on day 15; n=10; p<0.01). In addition, the mean time for 
50% resolution of the wound was significantly lower in DHA-treated rats, as depicted in Figure 
1C (p <0.028, n = 5). Histological evaluation revealed that on day 9, the healing process 
produced a more organized re-epithelization with thicker epithelium and the presence of 
dermal papillae, which are known to provide higher adhesion between the dermis and 




Figure 1. Male Wistar rats were submitted to skin wound generation in the dorsal region and 
randomly selected for daily topical treatment with a vehicle (control) or docosahexaenoic acid 
(DHA) beginning the same day as wound generation. Photographic records of the progression 
of wound healing are shown in A. The relative size of the remaining wound is shown in B. The 
mean time for 50% resolution of the wound is shown in C. The histological morphology of the 
wounds on day 9 is evaluated on 5.0 µm sections stained with hematoxylin-eosin; arrows show 
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the transition of epidermis and dermis with papillae (D). In C, *p<0.05 vs. Ctr. In all 
experiments, n = 6. 
 
GPR 120 is expressed in the skin and is activated by topical DHA during the healing process. 
The expression of GPR120 had never been previously evaluated in the skin. Therefore, we 
employed three distinct methods to perform this assessment. Immunoblotting showed that 
GPR120 is present in the wounded skin and undergoes no significant variation from day 1 to 
day 5 (Fig. 2A). Real-time PCR detected similar levels of GPR120 transcript on the intact skin 
and on days 3 and 5 after production of the wound (Fig. 2B), however, on day 0, no transcript 
could be amplified (Fig. 2B). Immunofluorescence staining showed colocalization of GPR120 
with the keratinocyte marker, cytokeratin-14 (Fig. 2C), but not with the fibroblast marker, 
FAPa (Fig. 2D). Immunoblotting was also employed to show that GPR120 levels are similarly 
expressed in intact skin, lung and adipose tissue (Fig. 2E). Finally, we employed 
immunoprecipitation followed by immunoblotting to show that DHA induces the association of 




Figure 2. Male Wistar rats were submitted to skin wound generation in the dorsal region and 
randomly selected for daily topical treatment with a vehicle (control) or docosahexaenoic acid 
(DHA) beginning the same day as wound generation. Tissue fragments of the wounds were 
obtained on days 1, 3 and 5 after wound generation for the determination of GPR120 
expression by immunoblotting (A) and by RT-PCR (B); in B, a fragment of intact skin was also 
evaluated (skin). Five micron sections of skin wound specimens collected from DHA treated 
rats on day 9 were employed in immunofluorescence experiments to determine the 
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expression of GPR120 and cytokeratin-14 (cit-14) (C) and GPR120 and FAPa (D). Fragments of 
intact skin, lung and white adipose tissue (WAT) were employed in immunoblot experiments to 
determine the expression of GPR120 (E). Fragments of wounded skin treated for nine days 
with a vehicle (control) or DHA were employed in immunoprecipitation (IP) experiments with 
anti-β-arrestin antibodies; immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE and transferred 
to nitrocellulose membranes and blotted (IB) with anti-GPR120 antibodies; membranes were 
thereafter stripped and re-blotted with anti-β-arrestin antibodies (F). In all experiments, n = 6; 
























DHA modulates inflammatory genes and increases involucrin and TGF-β during skin wound 
healing. Real-time PCR analysis revealed that DHA reduced the expression of IL-1 β on days 1 
and 3 (Fig. 3A) and increased the expression of IL-6 on day 1 (Fig. 3B). In addition, DHA 




Figure 3. Male Wistar rats were submitted to skin wound generation in the dorsal region and 
randomly selected for daily topical treatment with a vehicle (control) or docosahexaenoic acid 
(DHA) beginning the same day as wound generation. Tissue fragments of the wounds were 
obtained on days 1, 3, 5, 9 and 15 after wound generation for the determination of IL-1b (A), 
IL-6 (B), TGF-b (C) and involucrin (IVL) (D) expression by real-time PCR. In all experiments, n = 6; 




The present study provides the first evidence for the expression of GPR120 in the skin. This 
member of the G-protein coupled receptor family was initially identified during a search for 
unknown superfamily members in the human genome database [15]. Its role as a fatty acid 
receptor was first reported in the intestine where GPR120 mediates the effects of fatty acids 
to control GLP-1 secretion [16]. Taste sensing is yet another important function attributed to 
GPR120, as it is highly expressed in the taste buds in the mouth and acts in concert with GPR40 
to differentiate the palatability of medium- and long-chain fatty acids [17, 18]. However, the 
recent characterization of the anti-inflammatory action of this receptor and its impact on 
metabolic inflammation has implicated GPR120 as a potentially attractive target for drug 
therapy in human diseases [14, 19, 20]. 
Dietary consumption of unsaturated fatty acids is known to exert a number of beneficial 
effects for human health, and at least part of these effects are due to their anti-inflammatory 
actions[21, 22]. Interestingly, studies performed over the last thirty years have provided 
undisputed evidence for the multiplicity and complexity of the mechanisms involved in the 
transduction of the anti-inflammatory actions of unsaturated fats. Mechanisms as distinct as 
the regulation of lymphocyte function and the activation of anti-inflammatory meditator 
synthesis are known to play important roles in the actions attributed to distinct unsaturated 
fatty acids [23, 24]. Along the same lines of biological complexity, the mechanism employed by 
GPR120 to halt inflammation is quite ingenious [14, 19]; upon ligand binding, GPR120 recruits 
β-arrestin and TAB1, dismantling one of the most important pro-inflammatory pathways that 
mediates actions initiated through TLR4 and TNFR1 [14]. The beneficial impact of the reduction 
of signal transduction through TAB1/TAK was described in the adipose tissue of animal models 
of type 2 diabetes [14] and in the hypothalamus of animal models of obesity [25]. 
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The beneficial health effects attributed to unsaturated fats are not restricted to fatty acids 
provided as components of the diet. Several studies have shown that unsaturated fats can 
have positive effects when used topically on the skin [8, 26, 27]; however, the mechanisms 
behind these effects have been poorly explored.  
Here we hypothesized that at least part of the topical effects of unsaturated fats could be 
mediated by GPR120. Therefore, we evaluated if GPR120 is expressed in the skin, and if DHA, 
one of its ligands, improves skin wound healing and activates GPR120 signal transduction 
through β-arrestin. For that, we employed a rat model of wound healing in which a punch is 
performed on the back and healing is followed up by photographic recording and 
measurement of the remaining wound area using imaging software [28].   
In the first part of the study we showed that DHA was capable of accelerating wound healing in 
such a way that, on day 15, the wounds on rats treated with DHA were virtually healed, while 
on control rats, approximately 30% of the original wound area was still unhealed. Thus, 
compared to other approaches known to accelerate wound healing in non-pathological 
conditions, such as placental mesenchymal stem cells[29], ascorbic acid [30] and platelet-rich 
plasma [31]; DHA demonstrated superior results. 
Next, the presence of DHA was detected in the non-wounded and also in wounded skin, except 
on day 0, immediately after wound induction. We used three distinct methods to warrant the 
reliability of our findings, including immunoblotting, real-time PCR and histological staining. 
GPR120 was detected by all three methods, and, based on immunofluorescence studies, we 
observed that most of the skin GPR120 is present in keratinocytes. This fact most likely 
explains why, on the day when the wound was produced, GPR120 was not detected because, 
due to the deepness of the punch, virtually all keratinocytes are removed.  
The fact that GPR120 is expressed in the skin suggests that the beneficial effect exerted by 
DHA topical treatment can be mediated, at least in part, through activation of signal 
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transduction. In fact, DHA considerably increased the association of GPR120 with β-arrestin, 
showing that signal transduction is indeed stimulated in accordance with the same molecular 
path as originally described [14]. 
One important feature of the wound healing process is the involvement of inflammatory and 
anti-inflammatory mediators in different phases of the process [2]. In the early phase, pro-
inflammatory cytokines such as IL-1β and TNF- are induced and play important roles in the 
recruitment of inflammatory cells to the site of lesion [32]. A few days later, other cytokines 
with anti-inflammatory activity are expressed, reducing the risk of progression towards 
inflammatory chronicity [2]. In this context, we hypothesized that DHA, due to its known anti-
inflammatory actions, could modulate the natural progression of the inflammatory response in 
the skin. In fact, DHA reduced the initial surge of IL-1β while increasing IL-6. These changes 
were followed by the increase of TGF- β1 and involucrin in the late phase of healing. During 
and after the inflammation phase, TGF-β1, produced by fibroblasts at the site of the lesion, is 
capable of inducing angiogenesis and the formation of an extracellular matrix [33, 34]. As 
GPR120 is not expressed in fibroblasts, we believe the DHA-mediated increase in TGF- β1 
occurs indirectly, most likely by the modulation of cytokine expression. Conversely, involucrin, 
which is a marker of keratinocyte proliferation, may be directly modulated by DHA since, as we 
demonstrate here, GPR120 is highly expressed in these cells. The increased expression of 
involucrin during the final phase of the healing process suggests that the quality of the scar 
tissue is good, which was supported by the histological aspect of the wound area characterized 
by the presence of dermal papillae, which provide greater adhesion between the dermis and 
epidermis [35]. 
Taken together, the results of this work provide evidence for the beneficial effect of topical 
DHA to accelerate skin wound healing. In addition we show, for the first time, the presence of 
GPR120 in the skin and its activation by DHA. 
 58 
 
Acknowledgements. We thank Dr. E. Roman, G. Ferraz  and M. Cruz for technical assistance. 
Sao Paulo Research Foundation provided the grants for this study. The authors belong to the 
National Institute of Science and Technology – Diabetes and Obesity and to the Obesity and 





















1. Mellin TN, Cashen DE, Ronan JJ, et al. Acidic fibroblast growth factor 
accelerates dermal wound healing in diabetic mice. J Invest Dermatol 
1995,104:850-855. 
2. Brem H, Tomic-Canic M. Cellular and molecular basis of wound healing in 
diabetes. J Clin Invest 2007,117:1219-1222. 
3. Wagner IJ, Szpalski C, Allen RJ, et al. Obesity impairs wound closure through 
a vasculogenic mechanism. Wound Repair Regen 2012,20:512-522. 
4. Altavilla D, Saitta A, Cucinotta D, et al. Inhibition of lipid peroxidation 
restores impaired vascular endothelial growth factor expression and 
stimulates wound healing and angiogenesis in the genetically diabetic 
mouse. Diabetes 2001,50:667-674. 
5. Hubner G, Brauchle M, Smola H, et al. Differential regulation of pro-
inflammatory cytokines during wound healing in normal and 
glucocorticoid-treated mice. Cytokine 1996,8:548-556. 
6. Cooney R, Iocono J, Maish G, et al. Tumor necrosis factor mediates impaired 
wound healing in chronic abdominal sepsis. J Trauma 1997,42:415-420. 
7. Cardoso CR, Souza MA, Ferro EA, et al. Influence of topical administration of 
n-3 and n-6 essential and n-9 nonessential fatty acids on the healing of 
cutaneous wounds. Wound Repair Regen 2004,12:235-243. 
8. Pereira LM, Hatanaka E, Martins EF, et al. Effect of oleic and linoleic acids on 
the inflammatory phase of wound healing in rats. Cell Biochem Funct 
2008,26:197-204. 
9. Shingel KI, Faure MP, Azoulay L, et al. Solid emulsion gel as a vehicle for 
delivery of polyunsaturated fatty acids: implications for tissue repair, 
dermal angiogenesis and wound healing. J Tissue Eng Regen Med 
2008,2:383-393. 
10. Hatanaka E, Dermargos A, Hirata AE, et al. Oleic, linoleic and linolenic acids 
increase ros production by fibroblasts via NADPH oxidase activation. PLoS 
One 2013,8:e58626. 
11. Lu Y, Tian H, Hong S. Novel 14,21-dihydroxy-docosahexaenoic acids: 
structures, formation pathways, and enhancement of wound healing. J Lipid 
Res 2010,51:923-932. 
12. Tian H, Lu Y, Shah SP, et al. 14S,21R-dihydroxydocosahexaenoic acid 
remedies impaired healing and mesenchymal stem cell functions in diabetic 
wounds. J Biol Chem 2011,286:4443-4453. 
13. Serhan CN, Chiang N. Endogenous pro-resolving and anti-inflammatory 
lipid mediators: a new pharmacologic genus. Br J Pharmacol 2008,153 
Suppl 1:S200-215. 
14. Oh DY, Talukdar S, Bae EJ, et al. GPR120 is an omega-3 fatty acid receptor 
mediating potent anti-inflammatory and insulin-sensitizing effects. Cell 
2010,142:687-698. 
15. Fredriksson R, Hoglund PJ, Gloriam DE, et al. Seven evolutionarily 
conserved human rhodopsin G protein-coupled receptors lacking close 
relatives. FEBS Lett 2003,554:381-388. 
16. Hirasawa A, Tsumaya K, Awaji T, et al. Free fatty acids regulate gut incretin 
glucagon-like peptide-1 secretion through GPR120. Nat Med 2005,11:90-94. 
 60 
 
17. Matsumura S, Mizushige T, Yoneda T, et al. GPR expression in the rat taste 
bud relating to fatty acid sensing. Biomed Res 2007,28:49-55. 
18. Cartoni C, Yasumatsu K, Ohkuri T, et al. Taste preference for fatty acids is 
mediated by GPR40 and GPR120. J Neurosci 2010,30:8376-8382. 
19. Oh DY, Olefsky JM. Omega 3 fatty acids and GPR120. Cell Metab 
2012,15:564-565. 
20. Cornall LM, Mathai ML, Hryciw DH, et al. GPR120 agonism as a 
countermeasure against metabolic diseases. Drug Discov Today 
2014,19:670-679. 
21. Knoops KT, de Groot LC, Kromhout D, et al. Mediterranean diet, lifestyle 
factors, and 10-year mortality in elderly European men and women: the 
HALE project. JAMA 2004,292:1433-1439. 
22. Calder PC. Omega-3 fatty acids and inflammatory processes. Nutrients 
2010,2:355-374. 
23. Fisher LM. DNA supercoiling and gene expression. Nature 1984,307:686-
687. 
24. Fowler KH, Chapkin RS, McMurray DN. Effects of purified dietary n-3 ethyl 
esters on murine T lymphocyte function. J Immunol 1993,151:5186-5197. 
25. Cintra DE, Ropelle ER, Moraes JC, et al. Unsaturated fatty acids revert diet-
induced hypothalamic inflammation in obesity. PLoS One 2012,7:e30571. 
26. Zulfakar MH, Edwards M, Heard CM. Is there a role for topically delivered 
eicosapentaenoic acid in the treatment of psoriasis? Eur J Dermatol 
2007,17:284-291. 
27. Rahman M, Beg S, Ahmad MZ, et al. Omega-3 fatty acids as 
pharmacotherapeutics in psoriasis: current status and scope of 
nanomedicine in its effective delivery. Curr Drug Targets 2013,14:708-722. 
28. Lima MH, Caricilli AM, de Abreu LL, et al. Topical insulin accelerates wound 
healing in diabetes by enhancing the AKT and ERK pathways: a double-
blind placebo-controlled clinical trial. PLoS One 2012,7:e36974. 
29. Kong P, Xie X, Li F, et al. Placenta mesenchymal stem cell accelerates wound 
healing by enhancing angiogenesis in diabetic Goto-Kakizaki (GK) rats. 
Biochem Biophys Res Commun 2013,438:410-419. 
30. Lima CC, Pereira AP, Silva JR, et al. Ascorbic acid for the healing of skin 
wounds in rats. Braz J Biol 2009,69:1195-1201. 
31. Kimura A, Ogata H, Yazawa M, et al. The effects of platelet-rich plasma on 
cutaneous incisional wound healing in rats. J Dermatol Sci 2005,40:205-
208. 
32. Barrientos S, Stojadinovic O, Golinko MS, et al. Growth factors and cytokines 
in wound healing. Wound Repair Regen 2008,16:585-601. 
33. Vaughan MB, Howard EW, Tomasek JJ. Transforming growth factor-beta1 
promotes the morphological and functional differentiation of the 
myofibroblast. Exp Cell Res 2000,257:180-189. 
34. Ghosh AK, Mori Y, Dowling E, Varga J. Trichostatin A blocks TGF-beta-
induced collagen gene expression in skin fibroblasts: involvement of Sp1. 
Biochem Biophys Res Commun 2007,354:420-426. 
35. Misumi Y, Akiyoshi T. Scanning electron microscopic structure of the finger 






De acordo com os resultados apresentados podemos concluir que o GPR120 é 
expresso na pele e a aplicação tópica de DHA em feridas cutâneas de ratos Wistar: 
• Acelera a cicatrização;  
• Ativa o GPR120,  o que leva a sua ligação com a β-arretina2, e diminui 
a expressão de IL-1β no 3° dia após a cirurgia, sendo esses 
acontecimentos fatos que diminuem a inflamação;  
• Aumenta expressão de fatores (TGF- β e Involucrin) ligados à promoção 
do reparo tecidual nas fases mais finais da cicatrização, sendo para 
TGF-β também nas fases iniciais. 
Podendo inferir que o DHA melhora a cicatrização atuando em todas as fases 
do processo de reparo tecidual e que um dos mecanismos pelo qual ele exerce seus 
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